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Resumo 
A descrição de um protocolo que permita comparar a elasticidade de amostras da 
cápsula anterior do cristalino, antes e após o congelamento, é o principal objetivo deste 
trabalho. Para o efeito, é apresentada uma revisão bibliográfica, bem como uma 
metodologia para a avaliação biomecânica das amostras capsulares, sendo a mesma 
validada através de um estudo-piloto. Ambas as amostras foram obtidas através de 
Capsulorréxis Circular Contínua em doentes submetidos a cirurgia de catarata. A amostra 
descongelada foi congelada a -80ºC, enquanto a amostra fresca foi obtida no próprio dia da 
avaliação biomecânica das amostras. Tanto a amostra fresca (controlo), como a 
descongelada foram avaliadas, recorrendo-se a Microscopia de Força Atómica, para 
determinação do módulo de elasticidade de Young. Sendo comparáveis a estudos 
anteriores, os valores obtidos apontam, não só para a viabilidade da Microscopia de Força 
Atómica na avaliação da elasticidade de amostras capsulares, como também evidenciam 
uma diminuição de, aproximadamente, 14% no módulo de elasticidade de Young da 
amostra descongelada relativamente à fresca, possivelmente devido a um aumento da sua 
hidratação. Assim sendo, a metodologia descrita para congelamento da cápsula anterior do 
cristalino pode ser utilizada num estudo subsequente com uma amostra maior, que venha a 
validar a criopreservação como método de conservação desta estrutura para estudos 
biomecânicos subsequentes. 
Palavras-chave: Cápsula anterior do cristalino; Congelamento; Microscopia de Força 
Atómica; Módulo de elasticidade de Young; Propriedades biomecânicas 
Abstract 
The description of a protocol that allows to compare the elasticity of anterior lens 
capsules, before and after freezing, is the main goal of this essay. In order to do so, a 
bibliographic revision will take place, as well as the methodology for the capsular samples 
biomechanics evaluation, which will be validated through a pilot-study. Both samples were 
obtained by Continuous Curvilinear Capsulorrexis. The unfrozen sample was frozen at -80 
ºC, while the fresh one was collected at biomechanical evaluation’s day. To do so, both 
fresh and unfrozen samples were evaluated, using Atomic Force Microscopy, to determine 
Young’s elasticity modulus. When compared to earlier studies, the obtained data lead to the 
viability of using Atomic Force Microscopy to evaluate the capsular samples elasticity. 
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Moreover, this data suggests that not only Atomic Force Microscopy is an useful form of 
microscopy when evaluating the elasticity of capsular samples, but also the decrease of, 
approximately, 14% on the Young’s elasticity modulus of the unfrozen sample, when 
comparing to the fresh one. Therefore, the proposed methodology for freezing the anterior 
lens capsule can be applied in a subsequent study, with a larger sample, to validate the 
cryopreservation as a conservation method for future biomechanics studies of this structure.   
 
Key words: Anterior lens capsule; Freezing; Atomic Force Microscopy; Young’s modulus; 
Biomechanical properties 
O Trabalho Final exprime a opinião do autor e não da FML. 
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Glossário 
BSS – Balanced Salt Solution 
CCC – Capsulorréxis Circular Contínua 
CEC – Células epiteliais do cristalino 
DMEM – Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
EDTA – Ácido etilenodiamina tetra-acético 
f0 – frequência inicial do cantilever 
k – Constante de Spring 
MFA – Microscopia de Força Atómica 
PEX - Pseudoexfoliação 
SCC – Síndrome de Contração Capsular  
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1. Introdução 
O saco capsular do cristalino, juntamente com as zónulas, assume um papel fulcral 
na fisiopatologia de certas complicações tardias da cirurgia mais realizada em 
Oftalmologia: a cirurgia de catarata com implante de lente intraocular. Mais 
especificamente, a subluxação espontânea tardia do complexo saco – lente intraocular, bem 
como o SCC estão associados a alterações das propriedades biomecânicas do saco capsular 
do cristalino 1,2. Acredita-se que um melhor conhecimento dessas mesmas propriedades 
seja, em última análise, importante para uma melhor compreensão não só dessas 
complicações, bem como da fisiopatologia da presbiopia 3–5. Como tecido biológico, é 
expectável que o saco capsular do cristalino sofra degradação enzimática quando ex-vivo. 
No entanto, a preservação de tecidos biológicos é possível através do congelamento 6. É, 
portanto, relevante validar métodos para conservar, descongelar, para, posteriormente, 
avaliar propriedades biomecânicas (como o módulo de elasticidade de Young) desta 
estrutura – utilizando-se a MFA. 
Inicialmente, uma breve revisão da literatura sobre a microestrutura do saco 
capsular do cristalino é apresentada. De seguida, são revistos os efeitos da técnica de 
congelamento em tecidos, de um modo mais geral, bem como da cápsula anterior do 
cristalino. É, ainda, apresentada uma revisão bibliográfica sobre o estudo das propriedades 
biomecânicas da cápsula anterior do cristalino. Finalmente, é proposto, e testado, através de 
um estudo-piloto, um protocolo que visa a avaliação dos efeitos do congelamento na 
elasticidade da cápsula anterior do cristalino, à nanoescala, recorrendo-se à MFA.
2. Revisão Bibliográfica 
2.1 Microestrutura do saco capsular do cristalino 
A cápsula do cristalino é uma membrana basal elástica, espessa, transparente, 
acelular e flexível, constituída por uma rede tridimensional de fibras de colagénio de 
tipo IV rodeadas por uma matriz de glicosaminoglicanos. Esta membrana basal envolve 
totalmente a substância (celular) do cristalino. As zónulas de Zinn inserem-se na região 
equatorial do saco capsular, provenientes da pars plicata do corpo ciliar (Figura 1). 
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A espessura do saco capsular é um parâmetro importante na avaliação das suas 
propriedades biomecânicas 7,8. A energia de deformação do saco capsular (i.e. a energia 
acumulada após a aplicação de uma carga) varia diretamente com a sua espessura 9,10. 
Por sua vez, esta é altamente heterogénea, variando com a idade, com diferentes regiões 
capsulares e, ainda, entre espécies 3. Em relação às variações na espessura do saco 
capsular com a idade, convém relembrar que estão relacionadas com os processos 
degenerativos do complexo saco-cristalino 11. Acredita-se que a elevada espessura 
capsular se deva ao desequilíbrio entre formação e turnover de matriz extracelular do 
saco capsular do cristalino, favorecendo a formação de matriz capsular 12. Este 
fenómeno explica também o aumento da espessura do saco capsular, ao longo da vida. 
No saco capsular humano, a cápsula é mais espessa anterior e posteriormente ao 
equador capsular, coincidindo com a região onde as fibras zonulares de Zinn se inserem 
e o local de maior atividade metabólica das células epiteliais do cristalino. Dessa zona 
de inserção, a cápsula vai-se tornando mais fina anterior e posteriormente 12. Por outro 
lado, esta distribuição não uniforme da espessura em função da região capsular não é 
tão evidente em espécies com lentes com menor poder acomodativo (como o rato ou 
vaca). A espessura da região equatorial e pólo capsular anterior é 5-10x superior à 
espessura do pólo capsular posterior. Por exemplo, o saco capsular de um cristalino 
humano adulto no pólo anterior mede entre 25 a 30 µm, enquanto que o pólo capsular 
posterior mede apenas entre 2 a 4 µm 8,12. Comparando com outras membranas basais 
humanas, a espessura da cápsula do cristalino é exponencialmente superior. 
Exemplificando, as membranas basais dos capilares humanos e glomérulos medem 0,1 
µm e 0,3 µm, respetivamente 11. 
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2.2 Congelamento da cápsula anterior do cristalino 
Entenda-se por congelamento o processo em que organelos, células, tecidos ou 
mesmo órgãos, suscetíveis de sofrer danos resultantes de atividade enzimática 
desregulada, são preservados a temperaturas criogénicas, possibilitando a sua 
restauração funcional da estrutura, após descongelamento. A temperaturas 
suficientemente baixas, a atividade enzimática, passível de lesar o material biológico, 
cessa. No entanto, durante o processo de congelamento, as amostras biológicas estão 
sujeitas a sofrer danos devido à formação de cristais de gelo. Deste modo, até prova em 
contrário, para um dado tecido, o congelamento acarreta consequências estruturais e 
funcionais para o mesmo 6,13.Paradoxalmente, como atrás referido, o tecido que se 
pretende preservar está sujeito a sofrer danos através do processo de preservação. Com 
o objetivo de os minimizar, é importante conhecer os mecanismos pelo qual o processo 
de congelamento altera as amostras a preservar. De seguida, é apresentada uma 
descrição de alguns mecanismos descritos para a lesão induzida pelo processo de 
congelamento das amostras. 
  
Figura 1 - No corte sagital apresentado, podemos identificar o saco capsular (a azul), as 
fibras lenticulares do cristalino (a amarelo) e, na região equatorial, o local de inserção 
das fibras zonulares (a roxo). 
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Em primeiro lugar, verifica-se um aumento do fluído extracelular, como 
resultado da desidratação celular, induzida pelas baixas temperaturas 6. Deste modo, as 
células diminuem de tamanho, enquanto os cristais de gelo se vão formando no meio 
extracelular. À medida que se formam, os cristais de gelo extracelulares também 
provocam dano mecânico às células, que se deformam 14. Por outro lado, a conservação 
de estruturas contendo colagénio influencia a sua actividade biológica. Durante o 
processo de congelamento, a acção de proteinases, desnaturação proteica e modificação 
covalente das cadeias de aminoácidos ameaçam a integridade do colagénio capsular 15. 
Paralelamente, o ritmo a que o congelamento e descongelamento ocorrem é que 
determina, essencialmente, a intensidade com que estes danos se farão sentir nas 
amostras, como demonstrado para amostras de córneas humanas 16. É relevante também 
notar que o ritmo “ideal” para cada amostra varia de tecido para tecido. Mais 
especificamente, ritmos elevados de congelamento podem ser adequados para preservar 
eritrócitos, por exemplo, mas estão associados a uma grande formação de cristais de 
gelo intracelular em outros tecidos 13. Em relação ao saco capsular do cristalino, ritmos 
mais baixos de congelamento (-1ºC/min) têm sido utilizados para preservar as amostras, 
com efeito discreto nas propriedades biomecânicas do saco capsular do cristalino 17. Em 
relação aos efeitos do congelamento na espessura da cápsula do cristalino, descritos por 
Krag et al, é documentado um ligeiro aumento, de 2,7 +/- 0,7 nanómetros 17. 
Frequentemente, é necessário proceder ao congelamento de amostras capsulares 
como meio de preservação das mesmas 3. O congelamento permite a conservação do 
saco capsular do cristalino para posterior avaliação das suas propriedades biomecânicas 
em testes de alongamento uniaxiais 17. Krag & Andreassen concluem que o 
congelamento, a -80ºC, constitui um meio aceitável para a conservação desta membrana 
basal, apesar de uma ligeira redução do módulo de elasticidade de Young 
(provavelmente, de acordo com os autores, devido a um aumento da hidratação do 
tecido). Contudo, a metodologia utilizada para avaliação das propriedades biomecânicas 
do saco capsular do cristalino, nesse trabalho, inclui o alongamento de dois pontos 
opostos de anéis obtidos a partir do mesmo (teste uniaxial). Esses autores 
desenvolveram, assim, um protocolo que permitiu a avaliação do comportamento tênsil 
e de relaxamento do saco capsular anterior a uma macro escala, enquanto que o 
protocolo que é sugerido, neste estudo-piloto, utiliza a MFA para avaliação do módulo 
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de elasticidade de Young das amostras capsulares. Finalmente, a quantificação deste 
módulo, permite a comparação das duas amostras. 
2.3 Propriedades biomecânicas da cápsula anterior do cristalino 
O comportamento viscoelástico da cápsula anterior do cristalino já foi estudado 
previamente 2,3,7,18,19. Não obstante, as metodologias que têm vindo a ser propostas 
diferem bastante entre si. Desde estudos multiaxiais, a estudos em que a carga é 
aplicada em uma direção apenas (estudos uniaxiais), as propriedades biomecânicas do 
saco capsular do cristalino têm sido alvo de interesse 11. A heterogeneidade dos métodos 
propostos dificulta a comparação entre resultados. No entanto, Hugar et al comparam as 
propriedades mecânicas desta peculiar membrana basal (Tabela 1) 20. 
A MFA, desenvolvida 
por Gerd Binnig e Heinrich 
Rohner, em 1986, rapidamente 
ganhou popularidade para o 
estudo de amostras biológicas 
21. Esta técnica permite a 
visualização tridimensional de 
amostras biológicas através da 
passagem de uma ponta, 
associada a um cantilever 
metálico, que é utilizada para 
mapear a amostra, não a danificando. A ponta nanométrica, aplicando uma força pré-
programada, induz uma dada indentação na amostra, sendo o cantilever deformado e essa 
deformação é detetada por um laser díodo (Figura 2). 
	  
Tabela 1 – Propriedades mecânicas de amostras de 
cápsulas anteriores do cristalino humano. Repare-se na 
heterogeneidade de resultados obtidos. Adaptado de 
Hugar et al (2013). 
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Figura 2 – Representação esquemática do funcionamento 
do Microscópio de Força Atómica: O laser díodo 
permite a deteção da deformação do cantilever, 
induzida pela topografia da amostra. 
A indentação induzida 
é detetada num sistema 
computacional, dando origem a 
curvas de força-indentação. O 
módulo de elasticidade de 
Young é calculado através do 
declive das curvas de força-
indentação obtidas. Não só a 
MFA é útil para a caracterização 
da microestrutura de amostras 
biológicas, como também pode 
ser utilizada para determinar 
propriedades mecânicas das 
mesmas, com limite de resolução 
a um nível nanométrico. Particularmente, poucos autores utilizaram esta técnica na avaliação de 
propriedades mecânicas de amostras capsulares de tecidos humanos. Ziebarth et al avaliaram 
a elasticidade da cápsula anterior utilizando esta técnica 22,23. Os autores para além de 
concluírem que o módulo de elasticidade de Young aumenta significativamente com a 
idade, também propõem que o aumento da rigidez das amostras capsulares, verificado a 
uma nanoescala, seja um dos responsáveis pelo aumento da rigidez global das mesmas. 
Desde a validação deste método de microscopia para avaliação de propriedades do saco 
capsular anterior do cristalino, seguiram-se outros grupos de autores que, recorrendo à 
MFA, estudaram tão peculiar membrana basal 10,24,25.  
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3. Metodologia 
Com o intuito de determinar o impacto do congelamento na elasticidade da 
cápsula anterior do cristalino, foi desenvolvida a seguinte metodologia: 
3.1 Obtenção e preparação das amostras 
As cápsulas anteriores do cristalino podem ser obtidas cirurgicamente, através de 
CCC, em doentes submetidos a cirurgia de catarata. Uma das amostras é congelada, 
enquanto a outra será designada como grupo-controlo (amostra fresca). A amostra é 
descongelada numa placa de Petri em contacto com uma placa a 50ºC, durante 30 
minutos. Relativamente à amostra fresca, esta pode ser transportada em recipientes 
contendo BSS, a temperatura ambiente. As amostras são embebidas numa solução de 
tripsina e EDTA, com o intuito de remover CEC que aderem à superfície posterior do 
saco capsular anterior do cristalino, após a CCC. As CEC, se não removidas 
quimicamente, podem prejudicar a avaliação da elasticidade da amostra 23,26. De 
seguida, as amostras são hidratadas com uma solução de DMEM. Por fim, as amostras 
são colocadas sobre um polímero de poli-L-lisina, servindo de substrato para a 
avaliação biomecânica das mesmas. Este polímero permite a adesão da amostra à 
lâmina, reduzindo a possibilidade de artefactos induzidos pelo cantilever. 
3.2 Microscópio de Força Atómica 
A MFA, em modo-contato, permitiu a avaliação da elasticidade das amostras 
através de curvas de força-indentação obtidas. A ponta do cantilever (k=0.16 N/m; 
f0=22kHz; raio da ponta 30 nm; ângulo cónico total 35º; série Olympus TR800PB) do 
Microscópio de Força Atómica (Asylum Research MFP-3D Standalone) foi baixada em 
direção à amostra usando um mecanismo piezoelétrico. O cantilever associado deforma-
se e indenta a amostra de acordo com a rigidez da mesma. De uma maneira geral, 
quanto maior a rigidez, maior a deformação do cantilever e menor a indentação. 
Paralelamente, a força aplicada sobre a amostra é diretamente proporcional à indentação 
da amostra capsular. A força máxima de indentação foi de 5 nN, correspondendo a 0,5-2 
µm, aproximadamente, dependendo da rigidez da amostra. Os registos da elasticidade 
capsular foram repetidos pelo menos 5 vezes para cada amostra. O modelo utilizado 
para determinação do Módulo de elasticidade de Young foi o de Oliver-Pharr, 
atendendo ao fato do Fator de plasticidade das amostras ser superior a 0,10 27. 
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Particularmente à cápsula anterior do cristalino, este modelo tem vindo a ser proposto 
como o mais adequado para calcular o Módulo de elasticidade de Young a partir das 
curvas de força-indentação obtidas 9,10. A avaliação biomecânica foi realizada a 
temperatura ambiente. 
4. Estudo-Piloto 
4.1 Introdução 
Com o objetivo de validar a metodologia proposta, foi desenvolvido um estudo-
piloto, onde se incluíram duas amostras. 
4.2 Materiais e Métodos 
A amostra, posteriormente congelada, foi obtida no HSM-CHLN e, de seguida, 
transportada em recipientes próprios para pequenas amostras para o Biobanco-IMM. 
Nesse local, a amostra capsular ficou conservada, a -80ºC, durante aproximadamente 
dois meses, até ao dia da avaliação biomecânica, que decorreu nas instalações do 
Departamento de Física da FCT-UNL. A amostra fresca (controlo) foi obtida no próprio 
dia da avaliação biomecânica, no Hospital da Luz. Os doentes não sofriam de outra 
patologia que não a catarata, nomeadamente PEX. Não só consentimentos informados 
foram obtidos, como o protocolo a validar foi aprovado pela Comissão de Ética do 
HSM-CHLN. 
4.3 Resultados 
 
A idade dos doentes incluídos no estudo-piloto foi similar: a amostra fresca foi 
obtida num doente de 67 anos e a amostra que foi congelada foi proveniente de um de 
63 anos, ambos submetidos a cirurgia de catarata por facoemulsificação.  
A partir das curvas de força-indentação geradas foi calculado um módulo de 
elasticidade de Young de 154,73 kPa, na amostra fresca; comparativamente à amostra 
descongelada, em que o módulo de elasticidade de Young foi de 132,23 kPa. Constatou-
se assim uma diferença de aproximadamente 14% entre as amostras. 
 
4.4 Discussão 
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Neste estudo-piloto, a elasticidade de duas amostras de cápsulas anteriores do 
cristalino foi avaliada quantitativamente, após remoção química das CEC, recorrendo-se 
a MFA. 
Relativamente à ordem de grandeza dos resultados obtidos, constata-se que os 
valores são cerca de 100 vezes inferiores aos publicados por investigadores precedentes 
1,3,8,18,19. Por outro lado, os resultados obtidos assemelham-se aos que Ziebarth et al. 
publicaram 23. Este último grupo de autores também utilizou MFA para avaliação da 
elasticidade das amostras, o que suporta que a diferença na ordem de grandeza dos 
valores publicados se deva à metodologia utilizada. A semelhança verificada nos 
valores obtidos com o último grupo de autores valida, de certa forma, o protocolo para 
remoção de CEC com uma solução de EDTA e tripsina. 
Relativamente aos efeitos do congelamento na elasticidade das amostras, 
verificou-se diminuição do módulo de elasticidade de Young, sugerindo uma 
diminuição na rigidez da amostra descongelada. Este resultado não é, na verdade, 
surpreendente, uma vez que vai de encontro ao concluído por Krag et al. que 
verificaram a mesma diminuição, mas com uma metodologia de avaliação biomecânica 
totalmente distinta, como explicado anteriormente 17. É especulado que o congelamento 
e posterior descongelamento aumentem a hidratação da amostra. 
Em suma, os resultados obtidos, através de MFA, são comparáveis aos 
observados na literatura, apontando para a viabilidade deste método de Microscopia 
para estudo da elasticidade de amostras de cápsulas anteriores do cristalino. Para além 
disso, em relação aos efeitos do congelamento na elasticidade de amostras capsulares, 
verificou-se uma diminuição do módulo de elasticidade de Young na amostra 
descongelada, comparativamente à amostra fresca. Finalmente, não posso deixar de 
ressaltar a necessidade de estudos posteriores, com a inclusão de um maior número de 
amostras, de forma a se obterem resultados estatisticamente significativos, que 
permitam uma melhor comparação dos efeitos do congelamento, à nanoescala, desta 
importante membrana basal. Não obstante, a metodologia proposta é passível de vir a 
ser utilizada para investigação biomecânica de amostras capsulares, através da criação 
de um banco de amostras de cápsulas anteriores do cristalino, com aplicações na 
compreensão tanto da presbiopia, como das subluxações do complexo lente-saco 
intraocular. 
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Lista de figuras e tabelas 
Figura 1 - No corte sagital apresentado, podemos identificar o saco capsular (a azul), as 
fibras lenticulares do cristalino (a amarelo) e, na região equatorial, o local de inserção 
das fibras zonulares (a roxo). Retirado de Danysh & Duncan 2009.  
Figura 2 - Representação esquemática do funcionamento do Microscópio de Força 
Atómica: O laser díodo permite a deteção da deformação do cantilever, induzida pela 
topografia da amostra. Retirado de https://undergrad.research.ucsb.edu/2014/03/atomic-
force-microscope-tiny-record-player/ 
Tabela 1 – Propriedades mecânicas de amostras de cápsulas anteriores do cristalino 
humano. Repare-se na heterogeneidade de resultados obtidos. Adaptado de Hugar et al 
(2013). 
